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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　小胞性グルタミン酸トランスポーター（VGLUT）は，グルタミン酸作動性ニューロンのシナプスに存在
するシナプス小胞膜上に局在し，シナプス小胞内にグルタミン酸を輸送する働きをもつ。VGLUTには 3種
類のサブタイプが存在し，そのうち VGLUT2は主として間脳に高発現し，特に視床下部では下垂体後葉系
を構成する神経内分泌細胞に発現することが注目される。この神経内分泌系においてバソプレッシン（VP）
ニューロンは，細胞体では視床下部室傍核と視索上核に局在し，軸索は下垂体後葉に投射する。ほ乳類で
は VPは浸透圧および血圧調節機能を有し，高浸透圧刺激下では室傍核および視索上核における VP産生
の増加と下垂体後葉からの VP放出の亢進が知られている。本研究では下垂体後葉系神経内分泌細胞にお
ける VGLUT2の役割を解明するために，in situ hybridizationと免疫組織化学を用いて，慢性的高浸透圧刺
激条件下の視床下部室傍核と視索上核における VGLUT2遺伝子発現の変化および下垂体後葉終末における
VGLUT2染色性の変化を調べた。
（対象と方法）
　動物には成熟オス Sprague-Dawleyラットを用いた。実験に際し正常浸透圧群，絶水 7日群，2％高張食塩
水 4日投与群，および同 7日投与群に分け，ザンボニ変法液（0.2％ピクリン酸 -0.1％グルタールアルデヒド
-4％パラホルムアルデヒド）を用いて経心室性灌流固定後，視床下部を摘出し，パラフィン包埋後，前額断
切片を作成した。この切片を用いて，RI標識ラット VGLUT2 cRNAアンチセンスプローブを用いて in situ 
hybridizationを行い，室傍核と視索上核における VGLUT2 mRNA発現分布を各群間で比較した。さらにこ
れらの神経核での VGLUT2 mRNA発現の強度を Imaging analyzer BAS5000を用いて定量解析した。さらに
室傍核については VPニューロン，オキシトシン（OT）ニューロンおよび副腎皮質刺激ホルモン放出ホル
モン（CRH）ニューロンの局在部位に，視索上核では VPニューロンと OTニューロンがそれぞれ局在する
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腹側部と背側部に分け，各部位毎に発現強度を NIH imageを用いて定量解析した。免疫系組織化学的解析
のため正常浸透圧群，絶水 7日群および 2％高張食塩水 7日投与群の動物から下垂体を摘出し，前述の固定
液で浸漬固定した後，パラフィン切片を作成した。染色には VGLUT2と VP抗体を用いて蛍光二重免疫染
色を行い，下垂体後葉終末における VGLUT2および VPの分布と染色性を各群間で比較した。
（結果）
　正常浸透圧群に比べて絶水 7日群と食塩水投与 4日および 7日群では，室傍核と視索上核全体において有
意な VGLUT2シグナルの増加が認められた。一方，内部コントロールとしての視床では各群間で VGLUT2
シグナル強度に有意差を認めなかった。室傍核内部位の比較では，正常群に比べて食塩水投与 4日群で VP
ニューロンの局在部位でのみシグナルの有意な増加が認められた。絶水 7日および食塩水投与 7日群では，
どの室傍核内部位においてもシグナルが有意に増加した。一方，視索上核ではいずれの部位でも正常群に比
べて全ての浸透圧刺激群で有意なシグナルの増加が認められた。また下垂体後葉終末における VGLUT2染
色は，VPニューロンの終末部に局在し，浸透圧刺激により染色性が明らかに減少した。
（考察）
　VGLUT2は視床下部室傍核および視索上核に発現し，核内では主として大細胞性 VPニューロンに発現し
ていた。これらの神経核における VGLUT2シグナルは浸透圧刺激により増強したが，この変化は特に VP
ニューロンにおいて著明であった。一方，下垂体後葉の神経終末においては，VGLUT2染色が浸透圧刺激
により明らかに減少した。これらのことから，高浸透圧刺激が特に VPニューロンにおいて VGLUT2発現
を増加させ，また高浸透圧刺激による VPニューロンにおけるホルモン産生と終末からの分泌亢進と平行し
て，VGLUT2発現が同様に変化することが考えられる。以上のことから下垂体後葉神経内分泌終末に内在
するグルタミン酸が VP分泌時に放出され，VP分泌を局所的に調節していることが示唆される。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　VGLUT2は間脳に高発現し，特に視床下部では下垂体後葉系を構成する神経内分泌細胞に発現すること
が注目されている。本研究は，下垂体後葉系神経内分泌細胞における VGLUT2の役割を解明するために，
in situ hybridizationと免疫組織化学を用いて，慢性的高浸透圧刺激条件下の視床下部室傍核と視索上核に
おける VGLUT2遺伝子発現の変化および下垂体後葉終末における VGLUT2染色性の変化を調べたものであ
る。その結果から，高浸透圧刺激が特に VPニューロンにおいて VGLUT2発現を増加させることが推察され，
また高浸透圧刺激による VPニューロンにおけるホルモン産生と終末からの分泌亢進と平行して，VGLUT2
発現が同様に変化することが考えられると結論付けた。
　本研究は，すでに European Journal of Neuroscienceに発表され，下垂体後葉系神経内分泌細胞における
VGLUT2の役割について解明した有用な実験研究である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
